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要旨 
 
微小管重合阻害薬は、炎症性疾患や悪性腫瘍の治療薬として応用されている。一方、微小
管重合阻害薬には心毒性が存在する。特に、微小管上の colchicine バインディングサイト
に結合する微小管重合阻害薬である combretastatin A4 disodiumphosphate（CA4DP）で
は顕著な心毒性が認められており、がん化学療法における大きなリスクファクターとなっ
ている。しかしながら、微小管重合阻害薬の心毒性について発現機序を解析した報告はほと
んどなく、詳細は明らかになっていない。そこで本研究では、CA4DP および CA4DP と同
様に colchicine バインディングサイトに結合して微小管の働きを妨げる colchicine を用
いて、心毒性発現機序を考察することとした。 
微小管は心筋細胞の形態維持やミトコンドリアの配列および膜電位維持に重要な役割を
果たしていることから、微小管重合阻害薬による心筋傷害に細胞形態の変化あるいは 
adenosine triphosphate（ATP）の産生抑制が関与している可能性が考えられた。そこ
で、まずは colchicine および CA4DP がヒト iPS 細胞由来心筋細胞（hiPS-CM）の細胞
形態、細胞生存性および ATP 産生に与える影響を評価することにより、微小管重合阻害
薬が心筋細胞に直接的に与える毒性作用について考察した。その結果、colchicine および
CA4DP は hiPS-CM の細胞形態を変化させることおよび拍動を亢進させることが示され
たが、細胞生存性および ATP 産生には影響を与えないことが明らかとなった。これらの
ことから、微小管重合阻害薬によって誘発される心筋傷害は、心筋細胞に対する直接的な
細胞毒性が原因ではなく、虚血あるいは自律神経系の異常などに起因した二次的な作用に
よって誘発されることが示唆された。 
次に、微小管重合阻害薬の心毒性をラットを用いて考察可能であるかについて確認する
ために、ラットに colchicine および CA4DP の投与に起因した心電図変化を誘発すること
を試み、ヒトと共通する心電図変化が誘発されるか評価するとともに、検出された心電図変
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化から心毒性発現機序を考察することとした。その結果、colchicine および CA4DP 投与ラ
ットの心電図において、ST segment の明瞭化あるいは QT 間隔の延長といった ST-T 部分
の異常が認められた。これらの変化は、ヒトにおいて報告されている ST-T 部分の異常と関
連すると考えられ、CA4DP あるいは colchicine を投与したラットを用いて心毒性の発現
機序を検討することによって、ヒトにおける心毒性の発現機序を考察できるものと考えら
れた。また、これらの変化は虚血あるいは自律神経系の異常に関連したものと推察された。 
続いて、微小管重合阻害薬の心毒性発現機序に自律神経系の活動の変化が関与している
かについて考察するために、colchicine および CA4DP 投与ラットの心電図情報を用いて
パワースペクトル解析による心拍変動解析を実施した。その結果、colchicine および
CA4DP の投与によって副交感神経系の活動が亢進したことが明らかとなり、微小管重合阻
害薬が自律神経系の活動バランスを変化させていることが考えられた。一方、心筋傷害を誘
発するような交感神経系の明らかな活動亢進は検出されなかったことから、微小管重合阻
害薬の投与によって生じる心筋傷害には、自律神経系の異常とは別の機序が関与している
可能性が推察された。 
最後に、colchicine および CA4DP をラットに投与することで心筋傷害を誘発し、病理組
織学的解析を行った。また、電子顕微鏡学的解析を用いて、詳細な解析を実施した。さらに、
心臓病変が虚血と関連している可能性が示唆されたため、心臓における低酸素領域の検出
を試みた。その結果、colchicine 投与ラットの心臓において、心室中隔および左心室壁内層
に好発する心筋細胞の空胞化および好酸性顆粒状変性および壊死が認められた。これらの
変化はミトコンドリアの腫大が特徴的な変化であり、微小管重合阻害薬が骨格筋に誘発す
る病変とは異なる病態であることが明らかとなった。また、心筋細胞の変性・壊死領域と一
致して、組織低酸素マーカーの pimonidazole が検出された。さらに、血管内皮細胞のアポ
トーシスが認められた。血管内皮細胞の変化は、心筋細胞の変化よりも低用量の colchicine 
によって誘発された。CA4DP を投与したラットの心臓においては、colchicine 投与ラット
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の心臓と共通した組織変化が認められ、観察された病変は微小管重合阻害薬に特徴的な変
化であることが示唆された。これらのことから、微小管重合阻害薬によって誘発される心筋
傷害は、毛細血管内皮細胞の障害による微小循環の障害に起因した虚血が原因となって生
じる変化であると考えられた。 
本研究を通じて、微小管阻害薬によってラットに誘発される心電図変化および心筋病変
の毒性病理学的変化が明らかになった。また、心毒性発現機序の一端を考察できた。微小管
重合阻害薬の投与によりラットの心電図に誘発された変化は、ST-T 部分の変化という点で
ヒトと類似しており、ラットを用いた本研究成果をヒトに外挿できる可能性は高いと考え
られた。また、微小管重合阻害薬を添加した hiPS-CM の拍動増加は、新生仔の心筋細胞で
報告されている結果と類似していたことから、hiPS-CM を用いた微小管重合阻害薬の心毒
性評価を成人に外挿する際には限界点もあると考えられた。しかしながら、本研究において、
微小管重合阻害薬のヒトの心筋細胞に対する傷害性に関するポテンシャルを評価すること
は可能であると考えられ、本研究によりヒトにおける心毒性発現機序を考察する上で重要
な情報を提供できたものと思われる。本研究を通じた心毒性発現機序の解明により、微小管
重合阻害薬の非臨床試験における適切な心毒性評価手法の選択、さらには臨床における心
毒性の対策方法の考案に繋がると期待され、本研究の成果が、抗がん剤など、微小管重合阻
害薬の開発の効率化と安全性向上に貢献できると考えられる。 
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第 1 章 序論 
 
1-1. 微小管重合阻害薬の薬理効果 
微小管は真核生物の細胞骨格因子の一つであり、細胞分裂期における紡錘体の形成、細胞
の形態維持、細胞内輸送や軸索輸送など、生体内で多くの重要な役割を担っている。微小管
は α チュブリンおよび β チュブリンのチュブリン二量体を構成単位としており、外径が
約 25 nm の線維状構造をとる（Morris and Fornier, 2008）。α チュブリンおよび β チュ
ブリンのチュブリン二量体が縦長に並んだ構造はプロトフィラメントと呼ばれ、プロトフ
ィラメントが 13 本横方向に並んで中空の管を形成したものが微小管である。チュブリン二
量体は重合と脱重合を繰り返すことによって微小管の構造を動的に維持しており、チュブ
リン二量体が結合して微小管が伸張する過程を重合、チュブリン二量体が乖離して微小管
が短縮する過程を脱重合と呼ぶ。 
 
    参考図）微小管におけるチュブリン二量体の重合と脱重合 
 
微小管の重合を妨げる薬剤が微小管重合阻害薬である。微小管重合阻害薬としては、
colchicine および colchicine と同様に微小管の β チュブリン上の colchicine バインデ
ィングサイトに結合する combretastatin A4、vinca alkaloid バインディングサイトに結
合する vincristine および eribulin などの化合物が知られている（Woods et al., 1995; 
Morris and Fornier, 2008; Smith et al., 2010）。これらの微小管重合阻害薬はチュブリン二
量体の重合を妨げることにより様々な薬理作用を発現する。例えば、colchicine は炎症シグ
ナルを抑制し、抗炎症メディエーターを増加させることにより炎症を抑制することから、痛
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風などの炎症性疾患の治療薬として古くから用いられている（Talbott, 1953）。また、種々
の微小管重合阻害薬は紡錘糸の形成を妨げることにより細胞分裂を抑制するため、抗がん
剤として応用されている（Islam and Iskander, 2004; Bhattacharyya et al., 2008; Kawano 
et al., 2016）。さらに、combretastatin A4 は腫瘍の血管新生を妨げることにより固形腫瘍
の壊死を誘発するため、combretastatin A4 のプロドラッグである combretastatin A4 
disodium phosphate（CA4DP）を固形腫瘍に対する抗がん剤として活用するための臨床試
験が実施されている（Dark et al., 1997; Tozer et al., 1999）。抗がん剤としては、eribulin 
が上皮間葉転換の抑制や腫瘍の分化を促進することで悪性度を低下させることも報告され
ている（Yoshida et al., 2014; Kawano et al., 2016）。 
 
1-2. 臨床における抗がん剤の心毒性と微小管重合阻害薬の心毒性 
微小管重合阻害薬には魅力的な様々な薬理効果がある一方で、毒性作用も多く知られて
いる。微小管重合阻害薬の毒性には、心毒性、消化管毒性、神経毒性、骨格筋毒性、血液毒
性、肝毒性などが存在する（Dowlati et al., 2002; Vaughn et al., 2009; Finkelstein et al., 
2010; Takashima et al., 2016）。この中でも心毒性は、colchicine の誤投与や colchicine を
含んだ植物の摂取における中毒作用、vincristine や combretastatin A4 によるがん化学療
法における副作用などにおいて報告されている（Mullins et al., 2000; Calvo-Romero et al., 
2001; Dowlati et al., 2002; Brvar et al., 2004; Goli et al., 2011）。微小管重合阻害薬の臨床
使用の歴史は長く、古くは古代ギリシアのヒポクラテスの時代から使用されていたと考え
られるが、末梢神経毒性や血液毒性が用量制限因子となることが多く、心毒性に注目が集ま
ることは多くはなかった。しかしながら、最大耐用量まで投与するがん化学療法において心
毒性が発現する事例が報告され（Subbiah et al., 2011）、近年では微小管重合阻害薬の心毒
性に対する関心が高まっており、心毒性を克服することが望まれている。 
微小管重合阻害薬に限らず、薬剤によって誘発される心筋傷害に関する一般的な知見と
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しては、抗がん剤による心毒性に関するものが多い。微小管重合阻害薬とは異なる抗がん剤
における心毒性としては、抗がん性抗生物質である anthracycline の心毒性が代表的なも
のとしてよく知られている。Anthracycline の心毒性には、投与中または投与後短期間に出
現する急性心毒性、投与後 2 から 3 週間で出現する亜急性心毒性および投与後 1 年以上
経過して現れる慢性心毒性が存在するが、特に累積投与量に依存して発症する慢性心毒性
における心筋症が臨床上の問題となっている（Yeh and Bickford, 2009）。この心筋症の発
現機序としては、酸化ストレス、アポトーシス誘導、ミトコンドリアの機能障害、Ca 動態
の変化などが考えられている（Yeh and Bickford, 2009）。また、ヒト上皮増殖因子受容体 
2 型（HER 2）阻害薬である trastuzumab が心不全を誘発することも広く知られている。
Trastuzumab の心毒性は anthracycline の心毒性とは異なり、蓄積投与量依存性ではない
（清野 精彦, 2014）。心毒性発現機序には HER 2 が心臓の発達や心筋の機能維持に係わっ
ていることが関係していると考えられるが、詳細は明らかになっていない（Minami et al., 
2010）。さらに、アルキル化剤である cyclophosphamide が投与後数日の間に心不全を誘発
することや、血管新生を阻害する抗がん剤である bevacizumab や sunitinib が心不全を
誘発することが知られており（Yeh and Bickford, 2009; Albini et al., 2010）、これらの心毒
性には血管内皮細胞の障害が関与していると考えられている。 
一方、微小管重合阻害薬による心毒性に関するこれまでの臨床報告では、微小管重合阻害
薬の投与後に心筋傷害マーカーである血中トロポニン I が検出された事例や（van 
Heyningen and Watson, 2005; Bhakta et al., 2009）、心電図に変化が認められた事例につ
いて多く報告がなされている（Mendis, 1989; Dowlati et al., 2002; van Heyningen and 
Watson, 2005; Bhakta et al., 2009; Subbiah et al., 2011; Lainé et al., 2012）。特に、CA4DP
の心毒性所見は投与後数十分から 1 日の間には発現することが報告されており（Dowlati 
et al., 2002; Cooney et al., 2004）、発現頻度も高頻度であることが知られている（Subbiah 
et al., 2011）。心毒性に関する報告からは、微小管重合阻害薬によって心筋細胞が傷害され
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ることに加え、ST 増高、ST 低下、ST segment の延長、QT 間隔の延長といった、ST 部
分の変化が微小管重合阻害薬による心電図変化の特徴であることが見出される。これらの
変化の原因ついては、冠動脈の異常に起因した虚血によって心筋細胞が傷害され、ST 部分
の変化が誘発されている可能性が考えられる。しかしながら、微小管重合阻害薬によって誘
発された ST 部分の変化の事例のなかには、冠動脈造影において冠動脈の狭窄が検出されな
かった事例も存在することが報告されており（Bhakta et al., 2009）、冠動脈の異常以外に
も心筋細胞を傷害し、ST 部分を変化させる要因があると考えられる。 
 
1-3. 微小管と心臓の関連に関する研究 
微小管は心臓の発生、筋組織の形成、収縮制御などにおいて多くの生理的役割を果たして
いると考えられている（Webster, 2002）。例えば、微小管は筋節の形成において、構成成分
が一列に配列し、重合するための足場の役割を果たしている。また、微小管は、筋形質にお
いて粘性負荷を形成することにより、筋線維の収縮を妨げていると考えられている
（Tagawa et al., 1997; Webster and Patrick, 2000）。これらのことから、微小管重合阻害
薬によって微小管の働きを妨げることにより心臓機能に影響が生じ、予期せぬ副作用が発
現する可能性が考えられる。 
微小管重合阻害薬と心臓の関連に関しては、ラットに colchicine を投与することにより
心筋の収縮が減弱することが報告されている（Mery et al., 1994）。さらに、低用量の 
vincristine をラットに投与することにより、isoproterenol によって誘発される心筋傷害
が軽減されることが報告されている（Panda and Kar, 2015）。In vitro における知見とし
ては、ラットの心筋細胞において、微小管の重合阻害によってミトコンドリアの心筋細胞内
における位置および膜電位に変化が生じるとの報告がある（Kumazawa et al., 2014; 
Miragoli et al., 2016）。また、微小管重合阻害薬が培養心筋細胞の拍動数を増加させること
および Na+および Ca2+電流を増強させることが報告されている（Lampidis et al., 1992; 
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Gómez et al., 2000; Motlagh et al., 2002）。なお、この点に関しては、colchicine は心筋細
胞の収縮および細胞内 Ca2+濃度に影響を与えないとする報告もあり（Calaghan et al., 
2001; Calaghan et al., 2004; Cooper, 2006）、議論の余地が残されている。 
微小管重合阻害薬が心筋細胞に直接的に与える影響に加え、血管機能に与える影響も、心
臓機能に影響を与える可能性が考えられる。摘出された心臓の冠動脈あるいは骨格筋の微
小血管において、微小管重合阻害薬は血流量依存性の血管拡張を阻害するとの報告がある
（Liu et al., 2008; Sun et al., 2001）。また、微小管重合阻害薬は大動脈において低温曝露
によって誘発される血管収縮を亢進させることも明らかとなっている（Chitaley and Webb, 
2002）。さらに、CA4DP が血圧を上昇させることも報告されている（Subbiah et al., 2011）。 
これらの報告から、微小管重合阻害薬の心毒性には多くのメカニズムが関与しうること
が示唆される。しかしながら一方で、微小管重合阻害薬による心筋の傷害を実験的に誘発し
た報告はほとんどなく、微小管重合阻害薬によって心筋細胞が傷害されるメカニズムは不
明である。 
 
1-4. 本研究の目的 
上述した通り、臨床で問題となっている微小管重合阻害薬の心毒性には、微小管の心臓に
おける生理機能が関与している可能性が考えられる。しかしながら、微小管重合阻害薬によ
る心筋傷害を実験的に誘発し、病態について詳細な解析を行った報告は少なく、心毒性の発
現機序は明らかにされていない。 
そこで本研究では、特に顕著な心毒性が報告されている CA4DP および CA4DP と同様に 
colchicine バインディングサイトに結合する colchicine を用いて微小管重合阻害の心毒
性発現機序を明らかにすることで、非臨床試験における適切な心毒性評価方法の選択や臨
床における心毒性の対策方法の考案に繋げることを目的とした。 
第一段階として、ヒト細胞に対する微小管重合阻害薬の直接的な毒性について考察する
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ために、ヒト iPS 細胞由来心筋細胞（hiPS-CM）に colchicine あるいは CA4DP を添加し、
hiPS-CM のインピーダンス、細胞生存性および adenosine triphosphate（ATP）産生量の
変化について解析を行った。その結果、colchicine あるいは CA4DP の hiPS-CM に対する
明らかな傷害活性は認められなかった。そこで、続いては実験動物にこれらの薬剤による心
筋傷害を誘発し、心毒性発現機序を考察するために、ラットに微小管重合阻害薬を投与して
実験を行った。まず、ラットにヒトと同様の心電図の ST 部分の変化を誘発することが可能
であることを確認するために、ラットに colchicine あるいは CA4DP を投与した際の心電
図変化について解析を行った。その結果、誘発された心電図変化に自律神経系の活動の変化
が関与している可能性が考えられたため、自律神経系の関与について考察するために心拍
変動解析を行った。次に、colchicine あるいは CA4DP を投与したラットの心臓を用いて病
理組織学的解析を行い、心毒性発現機序を考察した。さらに、誘発された心筋病変と虚血の
関連が疑われたことから、心臓における組織低酸素領域の検出を試みた。 
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第 2 章 微小管重合阻害薬の心筋細胞に対する細胞毒性に関する解析 
 
2-1. 目的 
第 1 章で述べた通り、微小管は心臓における生理機能に関与しているため、微小管重
合阻害薬により、心筋細胞が直接的に傷害される可能性が考えられる。特に、微小管は細
胞形態の維持に関与していると推察されるため、細胞形態の変化による物理的なストレス
が微小管重合阻害薬の心毒性に関与している可能性がある。また、微小管重合阻害薬によ
って心筋ミトコンドリアの心筋細胞内における位置および膜電位に変化が生じるとの報告
がある（Kumazawa et al., 2014; Miragoli et al., 2016）。このことから、微小管重合阻害
薬によりミトコンドリアの機能が低下し、ATP の産生量が低下することによって心筋が傷
害される可能性が考えられる。しかしながら、これまでの報告では微小管重合阻害薬によ
る心筋細胞の形態変化と心筋細胞傷害活性の関係や心筋ミトコンドリア毒性については詳
しく調べられていない。 
そこで本研究では、微小管重合阻害薬の心毒性発現機序を考察するための第一段階とし
て、微小管重合阻害薬が培養心筋細胞の細胞形態に与える影響および微小管重合阻害薬の
心筋細胞傷害活性ならびに ATP 産生抑制作用を評価することによって、微小管重合阻害
薬が心筋細胞に直接的に与える毒性作用について考察することを目的とした。 
 
2-2. 材料および方法 
2-2-1. hiPS-CM のインピーダンス値の解析 
hiPS-CM として iCell Cardiomyocytes（Cellular Dynamics international）を用い
た。凍結アンプルで入手した iCell Cardiomyocytes を培養キットに付属の plating 
medium で溶解および希釈し、フィブロネクチンでコートした xCELLigence Cardio シ
ステム専用の 96 ウェル E-plate（ACEA Bioscience）に、接着細胞数として 20,000 個
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/well の密度となるよう播種した。E-plate を xCELLigence Cardio システム（ACEA 
Bioscience）に接続して 37°C、5%CO2 の条件下で培養し、E-plate 中に流れる微弱電流
に対する各ウェルのインピーダンス値を継続的に測定した。なお、インピーダンス値のサ
ンプリングレートは 12.9 ミリ秒とし、各測定時点で 20 秒間の測定を行い、20 秒間の
平均値を解析に用いた。培養期間中、培養 2 日目に plating medium から同じく iCell 
Cardiomyocytes 培養キットに付属の maintenance medium へと培地を交換し、その後
は 2 あるいは 3 日おきに maintenance medium の交換を行った。hiPS-CM の拍動が
安定化したことを確認した培養開始 14 日後に colchicine（Sigma-Aldrich、100 nM、1 
μM、10 μM）、CA4DP（Sigma-Aldrich、100 nM、1 μM、10 μM）あるいは溶媒液 
（vehicle; 0.1% H2O or 0.1% Dimethyl sulfoxide [DMSO]）を培地中に添加した。 
測定されたインピーダンス値を背景値で補正して（測定時点のインピーダンス値 – 背
景値 / 15）インピーダンス値を相対的に比較できる指標とした Cell Index（CI）
（Kustermann et al., 2013; Guo et al., 2015）を算出し、経時的な CI の変化を解析し
た。なお、解析は被験薬剤の添加直前（pre）の値を 100% とした変化量について行っ
た。また、周期的なインピーダンス値の変化から拍動数（Beating rate）を検出し、pre、
添加後 15 分、3 時間および 24 時間における hiPS-CM の拍動の変化を解析した。解析は
同一用量の被験物質を投与した 3 ウェルずつ（n = 3）について行った。拍動数の解析に
ついて、統計処理として Dunnett の多重比較検定を用いた有意差検定を行い、p < 0.05 
を有意な差として判断した。 
 
2-2-2. hiPS-CM を用いた細胞生存性の解析 
hiPS-CM として iCell Cardiomyocytes（Cellular Dynamics international）を用い
た。凍結アンプルで入手した iCell Cardiomyocytes を培養キットに付属の plating 
medium で希釈し、タイプⅠコラーゲンでコートした 96 ウェルディッシュ（IWAKI）
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に、接着細胞数として 20,000 個/well の密度となるよう播種した。播種後、37°C、
5%CO2 の条件下で 2 日間培養し、plating medium から同じく iCell Cardiomyocytes 
培養キットに付属の maintenance medium へと培地を交換し、その後は 2 日おきに 
maintenance medium の交換を行った。培養開始 14 日後に colchicine（Sigma-
Aldrich、100 nM、1 μM、10 μM）、CA4DP（Sigma-Aldrich、100 nM、1 μM、10 
μM）、心筋細胞傷害活性の陽性対照物質である doxorubicin hydrochloride（Sigma-
Aldrich、100 nM、1 μM）あるいは溶媒液（vehicle; 0.1% H2O or 0.1% DMSO）を培地
中に添加した。 
被験薬剤の添加 24 時間後に、2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt（WST-8、キシダ化学）を付属のプロ
トコルに従って添加し、さらに 28 時間培養した。培養後、hiPS-CM の細胞生存性を測
定した。なお、測定はプレートリーダー（spectraMax 190、Molecular Devices）を用い
た吸光強度の測定（450 nm）により行った。 
得られた測定値について、溶媒液における値を 1 として変化量を解析した。解析は同
一用量の被験物質を添加した 3 ウェルずつ（n = 3）について行った。統計処理として
Dunnett の多重比較検定を用いた有意差検定を行い、p < 0.05 を有意な差として判断し
た。 
 
2-2-3. hiPS-CM を用いた心筋ミトコンドリア機能の解析 
hiPS-CM として iCell Cardiomyocytes（Cellular Dynamics international）を用い
た。凍結アンプルで入手した iCell Cardiomyocytes を培養キットに付属の plating 
medium で希釈し、タイプⅠコラーゲンでコートした 96 ウェルディッシュ（IWAKI）
に、接着細胞数として 20,000 個/well の密度となるよう播種した。播種後、37°C、
5%CO2 の条件下で 2 日間培養し、plating medium からグルコース添加 Dulbecco's 
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Modified Eagle's Medium（DMEM）（DMEM [グルコース非添加、和光純薬 042-32255] 
に 4.5 mg/ml のグルコース、1 mM のピルビン酸、5 mM の 4-(2-hydroxyethyl) 
piperazine-1-ethanesulfonic acid [HEPES]、25 μg/ml の gentamicin および 10% の非
働化済みウシ胎子血清 [FBS、gibco 10437-028] を添加したもの）あるいはグルコース非
添加 DMEM（DMEM [グルコース非添加、和光純薬 042-32255] に 10 mM のガラクトー
ス、1 mM のピルビン酸、5 mM の 4-(2-hydroxyethyl) piperazine-1-ethanesulfonic acid 
[HEPES]、25 μg/ml の gentamicin および 10% の非働化済みウシ胎子血清[FBS、
gibco 10437-028] を添加したもの）に培地を交換した。引き続き、37°C、5%CO2 の条件
下で 2 日間毎に培地交換をしながら 18 日間の前培養をした。なお、hiPS-CM をグルコ
ース非添加の培地で 14 から 21 日培養することにより、hiPS-CM のエネルギー代謝が
解糖系からミトコンドリアの酸化的リン酸化に移行することが報告されているため（Rana 
et al., 2012）、前培養を 14 から 21 日の間の 18 日とした。 
前培養後、colchicine（Sigma-Aldrich、100 nM、1 μM、10 μM）、CA4DP（Sigma-
Aldrich、100 nM、1 μM、10 μM）、心筋ミトコンドリア毒性の陽性対照物質である 
antimycin A（Sigma-Aldrich、10 nM、100 nM、1 μM）あるいは溶媒液（vehicle; 0.1% 
H2O or 0.1% DMSO）を培地中に添加した。 
被験薬剤の添加 4 時間後に、Promega 社のプロトコルに従い、Mitochondrial 
ToxGloTM Assay（Promega）を用いて ATP 産生量および細胞膜の完全性を指標にした細
胞傷害活性を測定した。なお、測定はプレートリーダー（spectraMax Pro、Molecular 
Device）を用いた発光強度の測定（ATP 産生量の測定）および蛍光強度の測定（485 
nmex/525 nmem、細胞傷害活性の測定）により行った。 
得られた測定値について、溶媒液における値を 1 として変化量を解析した。解析は同
一用量の被験物質を添加した 3 ウェルずつ（n = 3）について行った。統計処理として
Dunnett の多重比較検定を用いた有意差検定を行い、p < 0.05 を有意な差として判断し
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た。 
 
2-3. 結果 
2-3-1. hiPS-CM のインピーダンス値の解析 
Colchicine（100 nM、1 μM、10 μM）を添加した hiPS-CM では、低用量の 
colchicine（100 nM）添加直後から CI が減少し、CI の解析期間である 36 時間の間、減
少を続けた（Fig. 1A）。 
CA4DP（100 nM、1 μM、10 μM）を添加した hiPS-CM についても、同様に低用量の
CA4DP（100 nM）添加直後から CI の減少が認められた（Fig. 1B）。 
また、拍動数については、colchicine を添加した hiPS-CM では添加 24 時間後に、
CA4DP を添加した hiPS-CM では添加 3 時間後および 24 時間後に、それぞれ用量依存
的な拍動数の増加が認められた（Fig. 2A, B）。 
 
2-3-2.  hiPS-CM を用いた細胞生存性の解析 
hiPS-CM に colchicine（100 nM、1 μM、10 μM）あるいは CA4DP（100 nM、1 
μM、10 μM）を添加した結果、hiPS-CM の細胞生存性に変化は認められなかった（Fig. 
3A, B）。一方、doxorubicin については、1 μM の添加で細胞生存性の低下が認められた
（Fig. 3C）。 
 
2-3-3. hiPS-CM を用いた心筋ミトコンドリア毒性の解析 
グルコース添加 DMEM で培養した hiPS-CM に colchicine（100 nM、1 μM、10 
μM）あるいは CA4DP（100 nM、1 μM、10 μM）を添加した結果、hiPS-CM の ATP 産
生量に変化は認められなかった（Fig. 4A, B）。また、antimycin A（10 nM、100 nM、1 
μM）についても ATP 産生量の変化は認められなかった（Fig. 4C）。 
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グルコース非添加 DMEM で培養した hiPS-CM に colchicine（100 nM、1 μM、10 
μM）あるいは CA4DP（100 nM、1 μM、10 μM）を添加した結果、hiPS-CM の ATP 産
生量に変化は認められなかった（Fig. 5A, B）。一方、antimycin A（100 nM、1 μM）を
添加した hiPS-CM では、ATP 産生量の低下が認められた（Fig. 5C）。 
グルコース添加 DMEM で培養した hiPS-CM に colchicine（100 nM、1 μM、10 
μM）あるいは CA4DP（100 nM、1 μM、10 μM）を添加した結果、細胞傷害活性は認め
られなかった（Fig. 6A, B）。また、antimycin A（10 nM、100 nM、1 μM）についても
細胞傷害活性は認められなかった（Fig. 6C）。 
グルコース非添加 DMEM で培養した hiPS-CM に colchicine（100 nM、1 μM、10 
μM）あるいは CA4DP（100 nM、1 μM、10 μM）を添加した結果、細胞傷害活性は認め
られなかった（Fig. 7A, B）。一方、antimycin A（100 nM、1 μM）を添加した hiPS-CM
では、細胞傷害活性が認められた（Fig. 7C）。 
 
2-4. 考察 
 hiPS-CM はヒトの心筋細胞が有する主要なイオンチャネル、受容体、トランスポーター
および収縮タンパクを発現しており、種々の生理活性物質にヒトの心筋細胞と同様の応答
を示すことが明らかになっている（Ma et al., 2011; Babiarz et al., 2012; Guo et al., 2013; 
Khan et al., 2013）。このことから、hiPS-CM はヒトの臨床における心毒性予測に有用な
ツールであると考えられている。本研究では、微小管重合阻害薬が心筋細胞の形態および
細胞生存性に影響を与える可能性が考えられたことから、hiPS-CM のインピーダンス値か
ら算出される CI について着目した。心筋細胞を培養皿に播種すると、細胞の接着と広が
りに応じてインピーダンス値から算出される CI が上昇する（Peters et al., 2015）。この
CI は、細胞の拍動に応じて 1 % 程度の振れ幅で増減する。また、CI は細胞の形態変化あ
るいは細胞生存性の低下によって変化することが報告されている（Denelavas et al., 2011; 
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Guo et al., 2013; Kustermann et al., 2013）。このことから、CI の大きな変化を解析する
ことで心筋細胞の生存性および形態変化を、小さな周期的な変化を解析することで拍動を
評価することが可能になる。今回、hiPS-CM に colchicine および CA4DP を添加したと
ころ、いずれの薬剤においても CI の大きな低下および拍動数の増加が認められた。これ
らの結果から、colchicine および CA4DP は心筋細胞の形態変化あるいは細胞生存性の低
下ならびに拍動の増加を誘発することが示唆された。 
 続いて、hiPS-CM および WST-8 を用いた細胞生存性の解析を行った。WST-8 は、水溶
性テトラゾリウム塩であり、生細胞によって還元され、460 nm 付近に極大吸収を持つ水溶
性ホルマザンを生じる。このホルマザン色素の量は生細胞数に比例することから、WST-8 
を用いて細胞生存性を評価することが可能になる（Ishiyama et al., 1997; Tominaga et al., 
1999）。実際、今回の実験において  hiPS-CM に心筋細胞に対する傷害活性がある 
doxorubicin（心筋細胞傷害活性の陽性対照物質）を添加したところ、細胞生存性の低下が
検出された。一方、 colchicine および CA4DP を hiPS-CM に添加したところ、いずれの
薬剤においても細胞生存性の低下は認められなかった。このことに加え、微小管は心筋細胞
の細胞骨格の維持において重要な働きを担っていることから（Webster and Patrick, 2000）、
colchicine および CA4DP で誘発された CI の低下は、細胞生存性の低下ではなく、細胞形
態の変化が原因であると考えられた。細胞形態の変化は、colchicine および CA4DP の添加
により微小管が障害され、細胞骨格に変化が生じた結果であると推察された。この細胞形態
の変化および拍動数の増加は、生体内においては心筋細胞に物理的なストレスを発生させ、
微小管重合阻害薬による心筋傷害を増悪させる要因になっている可能性が考えられるもの
の、少なくとも単独で心筋細胞の壊死を誘発するものではないと考えられた。 
 さらに、微小管重合阻害薬の ATP 産生抑制作用の有無について確認するために、hiPS-
CM および Mitochondrial ToxGloTM Assay を用いた解析を行った。Mitochondrial 
ToxGloTM Assay では、ルシフェリン-ルシフェラーゼアッセイを用いて ATP 産生量を測定
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し、細胞死に関連した「死細胞プロテアーゼ活性」を測定するための蛍光ペプチド基質（bis-
AAF-R110）を用いて細胞膜の完全性を指標とした細胞傷害活性を測定する（Niles et al., 
2007)。これまでに、Rana らは、心筋ミトコンドリア毒性化合物による ATP 産生抑制がグ
ルコース非添加の条件で培養した hiPS-CM で検出され、グルコース添加の条件で培養し
た hiPS-CM では検出されないことを報告している（Rana et al., 2012）。今回、心筋ミト
コンドリア毒性物質である antimycin A（心筋ミトコンドリア毒性の陽性対照物質）をグ
ルコース非添加あるいはグルコース添加の条件で培養した hiPS-CM に添加した結果、グ
ルコース非添加で培養した hiPS-CM でのみ antimycin A による ATP 産生抑制および 
antimycin A の細胞傷害活性が検出された。hiPS-CM はグルコース添加の環境では解糖系
から、グルコース非添加の環境ではミトコンドリアの酸化的リン酸化から ATP を得ている
ことから（Rana et al., 2012）、グルコース非添加の環境でのみ antimycin A による ATP
産生抑制が検出されたことは、ATP 産生抑制はミトコンドリアの酸化的リン酸化に異常が
生じた結果であることを示唆していた。一方、colchicine および CA4DP を hiPS-CM に添
加したところ、グルコース非添加およびグルコース添加条件のいずれで培養した hiPS-CM
においても、colchicine あるいは CA4DP による ATP 産生抑制および colchicine あるい
はCA4DPの細胞傷害活性は認められなかった。今回の実験では、colchicine およびCA4DP
の最大濃度を 10 μM とした。ヒトにおける colchicine の心毒性発現用量での血中濃度は
定かではないが、CA4DP の心毒性発現用量における最大血中濃度は 10 から 20 μM 程度
である（He et al., 2011）。このことから、今回の実験では hiPS-CM に同等の薬剤を曝露
できたと考えられる。以上のことから、微小管重合阻害薬は、心筋細胞に対する ATP 産生
抑制作用および細胞傷害活性はなく、微小管重合阻害薬による心筋傷害は心筋ミトコンド
リア毒性による ATP 産生抑制あるいはその他の機序による直接的な細胞障害活性が原因で
はなく、虚血あるいは自律神経系の異常などに起因した二次的な作用によって誘発される
ことが示唆された。  
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2-5. 付図・付表 
 
Fig. 1. Time-course changes of the cell index (CI) of hiPS-CM given colchicine, CA4DP 
or vehicle. 
A: Time-course changes of CI in response to administration of colchicine or 
vehicle (0.1% DMSO). B: Time-course changes of CI in response to 
administration of CA4DP or vehicle (0.1% H2O). A, B: The CI of colchicine-
treated hiPS-CM and CA4DP-treated hiPS-CM decreased rapidly within 1 hour. 
From 4-5 hours after administration, the CI began to decrease gradually, and it 
continued to do so for the remainder of once again throughout the recording 
period. A, B: Each dot represents a mean ± SD. (n = 3) 
 
Fig. 1B: Reproduced with permission of the Japanese society of Toxicologic 
Pathology from Tochinai, et al. Combretastatin A4 disodium phosphate-induced 
myocardial injury. J Toxicol Pathol 29: 163-171, 2016. 
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Fig. 2. Changes of beating rate of hiPS-CM in response to colchicine, CA4DP and 
vehicle. 
A: Changes of beating rate in response to colchicine and vehicle (0.1% DMSO). B: 
Changes of beating rate in response to CA4DP and vehicle (0.1% H2O). A, B: 
Beating rate of colchicine-treated hiPS-CM and CA4DP-treated hiPS-CM 
increased 3 hours or 24 hours after administration. A, B: Each Bars represents a 
mean ± SD. *: p < 0.05, **: p < 0.01. (n = 3) 
 
Fig. 2B: Reproduced with permission of the Japanese society of Toxicologic 
Pathology from Tochinai, et al. Combretastatin A4 disodium phosphate-induced 
myocardial injury. J Toxicol Pathol 29: 163-171, 2016. 
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Fig. 3. Cell viability of hiPS-CM treated by colchicine, CA4DP, doxorubicin and vehicle.  
A: Cell viability of hiPS-CM treated by colchicine and vehicle (0.1% DMSO). B: 
Cell viability of hiPS-CM treated by CA4DP and vehicle (0.1% H2O). C: Cell 
viability of hiPS-CM treated by doxorubicin and vehicle (0.1% H2O). A, B: Cell 
viability of hiPS-CM did not affected by administration of colchicine or CA4DP. 
C: Cell viability of hiPS-CM decreased by administration of doxorubicin 1 μM. A-
C: Each bar represents a mean ± SD. **: p < 0.01. (n = 3) 
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Fig. 4. ATP production of hiPS-CM treated by colchicine, CA4DP, antimycin A and 
vehicle, grown in DMEM with glucose.  
A: ATP production of hiPS-CM treated by colchicine and vehicle (0.1% DMSO). B: 
ATP production of hiPS-CM treated by CA4DP and vehicle (0.1% H2O). C: ATP 
production of hiPS-CM treated by antimycin A and vehicle (0.1% DMSO). A-C: 
ATP production of hiPS-CM grown in DMEM with glucose did not affected by 
administration of colchicine, CA4DP or antimycin A. A-C: Each bar represents a 
mean ± SD. (n = 3) 
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Fig. 5. ATP production of hiPS-CM treated by colchicine, CA4DP, antimycin A and 
vehicle, grown in DMEM without glucose.  
A: ATP production of hiPS-CM treated by colchicine and vehicle (0.1% DMSO). B: 
ATP production of hiPS-CM treated by CA4DP and vehicle (0.1% H2O). C: ATP 
production of hiPS-CM treated by antimycin A and vehicle (0.1% DMSO). A, B: 
ATP production of hiPS-CM grown in DMEM without glucose did not affected by 
administration of colchicine or CA4DP. C: ATP production of hiPS-CM grown in 
DMEM without glucose decreased by administration of antimycin A 100 nM and 
1 μM. antimycin A. A-C: Each bar represents a mean ± SD. **: p < 0.01. (n = 3) 
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Fig. 6. Cytotoxicity of colchicine, CA4DP and antimycin A in hiPS-CM grown in DMEM 
with glucose.  
A: Cytotoxicity of colchicine. B: Cytotoxicity of CA4DP. C: Cytotoxicity of 
antimycin A. A-C: Cytotoxicity of colchicine, CA4DP and antimycin A in hiPS-CM 
grown in DMEM with glucose did not detected. A-C: Each bar represents a mean 
± SD. (n = 3) 
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Fig. 7. Cytotoxicity of colchicine, CA4DP and antimycin A in hiPS-CM grown in DMEM 
without glucose.  
A: Cytotoxicity of colchicine. B: Cytotoxicity of CA4DP. C: Cytotoxicity of 
antimycin A. A, B: Cytotoxicity of colchicine and CA4DP in hiPS-CM grown in 
DMEM without glucose did not detected. C: Cytotoxicity of antimycin A in hiPS-
CM grown in DMEM without glucose was detected at 100 nM and 1 μM. A-C: 
Each bar represents a mean ± SD. **: p < 0.01. (n = 3) 
 
  
29 
 
第 3 章 微小管重合阻害薬によってラットに誘発される心電図変化 
 
3-1. 目的 
第 2 章の結果から、微小管重合阻害薬による心毒性は薬剤の心筋細胞に対する直接作用
ではなく、虚血あるいは自律神経系の異常などに起因した二次的な作用によって誘発され
ることが示唆された。しかしながら、心筋傷害の原因となるプライマリーな変化については、
依然として不明である。 
第 1 章で述べた通り、微小管重合阻害薬のヒトにおける心毒性では、ST 増高、ST 低下、
ST segment の延長および QT 間隔の延長といった、ST 部分の心電図変化が誘発される
（Mendis, 1989; van Heyningen and Watson, 2005; Bhakta et al., 2009; Subbiah et al., 
2011; Lainé et al., 2012）。こうした心電図変化が生じる原因を考察するにあたっては、動
物モデルを用いた実験が有用であると考えられる。 
ラットの心筋細胞における外向きカリウム電流は ITO に依存しており（Suzuki et al., 
1994）、IKrおよび IKsに依存しているヒトとは異なる。しかしながら、心臓に異常が生じた
際、ヒトとラットでは多くの共通した心電図変化が誘発されることが報告されており、毒性
学領域の研究におけるラットの心電図解析の有用性が主張されている（Farraj et al., 2011）。
このことから、微小管重合阻害薬を投与したラットの心電図変化の解析からヒトの臨床に
おける心毒性の病態を解析するにあたって有用な情報を得られると考えられる。しかしな
がら、微小管重合阻害薬をラットをはじめとする実験動物に投与し、心毒性変化を誘発した
報告はこれまでにない。そこで、本章では、微小管重合阻害薬の心毒性をラットを用いて考
察可能であるかについて確認するために、ラットに微小管重合阻害薬の毒性に起因した心
電図変化を誘発することを試み、ラットにヒトと共通する心電図変化を誘発されるか評価
するとともに、検出された心電図変化から心毒性発現機序を考察することとした。 
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3-2. 材料および方法 
3-2-1. Colchicine 投与ラットを用いた心電学的解析 
3-2-1-1. 供試動物 
4 週齢の雄性 Crl:CD(SD) ラット（日本チャールス・リバー）を入手し、約 1 週間の馴
化の後、実験に供した。馴化期間中および実験期間中は明暗サイクル 12/12 時間、温度 20 
～ 26 °C の環境で飼育した。飼育期間中はラット用の基礎飼料および自家水道水を自由
摂取させた。ラットの飼育および取り扱いについては、「ヤクルト本社中央研究所における
動物実験等実施に関する規定」、「東京大学動物実験実施規則」および「東京大学大学院農学
生命科学研究科・農学部動物実験委員会規則」に従い、東京大学大学院農学生命科学研究科・
農学部動物実験委員会の承認の下で実験を行った。 
 
3-2-1-2. 被験物質および投与溶液 
Colchicine を和光純薬工業から購入した。購入後、colchicine を 5% glucose 水溶液に
溶解し、投与溶液として準備した。 
 
3-2-1-3. テレメトリー送信機の埋め込みおよび心電図解析 
馴化を終えたラット 3 匹に pentobarbital sodium を腹腔内投与して麻酔を施した後、
心電図計測用テレメトリー送信機本体（TA10ETA-F20、Data Science International）をラ
ットの頚背部皮下に外科的に埋入した。心尖-心底誘導（A-B 誘導）の心電図が測定できる
ように、送信機本体に接続された記録電極（リード線の先端）はプラス側を左脇腹部の皮下
に、マイナス側を右肩甲部の皮下に設置した。 
テレメトリー送信機埋入手術から約 1 週間の回復期間後に心電図の測定を開始した。な
お、心電図のサンプリングレートは 1 ミリ秒とした。得られた心電図の情報を、テレメー
ター送信機から受信ボード（RA1610、Data Science International）に無線で伝送し、アナ
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ログ・デジタルコンバータを介して受信ボードに接続されたハードディスク上に記録した。
記録した心電図をソフトウェア（ECG processor analyzing system：SRV2W および SP-
2000、ソフトロン）にて解析した。解析では、解析時点における連続した 9 拍の心電図波
形について、RR 間隔、QRS 持続時間、PR 間隔および QT 間隔を計測し、平均値を算出し
た。 
 
3-2-1-4. 被験物質の投与 
投与前の心電図を 24 時間以上記録した後に、colchicine 1.25 mg/kg を 1 回/日の頻度
で 2 日間、尾静脈内に投与し、投与期間中の心電図を解析した。投与容量および投与速度
は 1 mL/kg および約 0.1 mL/秒とした。なお、予備試験で最大耐用量（1.25 mg/kg, 2 日
間）が明らかになり、1.25 mg/kg の用量が本試験で設定された。 
 
3-2-2. CA4DP 投与ラットを用いた心電学的解析 
3-2-2-1. 供試動物 
3-2-1-1 と同様に 4 週齢の雄性 Crl:CD(SD) ラットを入荷、飼育し、約 1 週間の馴化の
後に実験に供した。ラットの飼育およびの取り扱いについては、「ヤクルト本社中央研究所
における動物実験等実施に関する規定」、「東京大学動物実験実施規則」および「東京大学大
学院農学生命科学研究科・農学部動物実験委員会規則」に従い、東京大学大学院農学生命科
学研究科・農学部動物実験委員会の承認の下で実験を行った。 
 
3-2-2-2. 被験物質および投与溶液 
CA4DP を MedKoo Bioscience から購入した。購入後、CA4DP を生理食塩水に溶解し、
投与溶液として準備した。 
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3-2-2-3. テレメトリー送信機の埋め込みおよび心電図解析 
馴化を終えたラット 2 匹（Animal No.1 および Animal No. 2）に 3-2-1-3 と同様に心
電図計測用テレメトリー送信機本体をラットの頚背部皮下に外科的に埋入し、心尖-心底誘
導（A-B 誘導）の心電図を測定、解析した。解析では、解析時点における連続した 4 秒間
の心電図波形を平均化し、RR 間隔、QRS 持続時間、PR 間隔および QT 間隔を計測した。 
 
3-2-2-4. 被験物質の投与 
投与前の心電図を 24 時間以上記録した後に、CA4DP 50 mg/kg を 1 回/日の頻度で 3 
日間、尾静脈内に投与し、投与期間中の心電図を解析した。投与容量および投与速度は 10 
mL/kg および約 0.1 mL/秒とした。なお、CA4DP の最大耐用量は 50 mg/kg（300 mg/m2）
であることが報告されており（Rustin et al., 2003）、50 mg/kg の用量が本試験で設定され
た。 
 
3-3. 結果 
3-3-1. Colchicine 投与ラットを用いた心電学的解析 
Colchicine 投与ラットの心電図を観察した結果、肉眼的に変化は認められなかった（Fig. 
8）。波形解析の結果、colchicine 1.25 mg/kg の 2 回目投与 1 時間後以降において、RR 間
隔および QT 間隔の延長傾向が認められた（Fig. 9A, C）。また、投与期間を通じて QRS 持
続時間および PR 間隔が徐々に延長していく傾向も認められた（Fig. 9B, D）。RR 間隔が 
150 から 175  ミリ秒付近の QT 間隔同士で比較すると、colchicine 1.25 mg/kg の投与後
の QT 間隔は投与前の QT 間隔より延長しており、QT 間隔の延長は RR 間隔の変化に必ず
しも相関しないことが確認された（Fig. 9E）。 
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3-3-2. CA4DP 投与ラットを用いた心電学的解析 
CA4DP 投与ラットの心電図を観察した結果、CA4DP 50 mg/kg の 3 回目投与前から、
ST segment の明瞭化が認められた（Fig. 10）。波形解析の結果、CA4DP 50 mg/kg の 2 
回目および 3 回目投与 1 から 3 時間後において、投与前と比較して RR 間隔および PR
間隔の延長傾向が認められた（Fig. 11A, C）。これらの変化は特に 2 回目および 3 回目投
与後に顕著であった。また、投与期間を通じて QT 間隔が徐々に延長していく傾向も認めら
れた（Fig. 11D）。RR 間隔が 150 ミリ秒付近の QT 間隔同士で比較すると、CA4DP 50 
mg/kg の投与後の QT 間隔は投与前の QT 間隔より延長しており、QT 間隔の延長は RR 間
隔の変化に必ずしも相関しないことが確認された（Fig. 11E）。一方、QRS 持続時間につい
ては、CA4DP の投与による明らかな影響は認められなかった（Fig. 11B）。 
 
3-4. 考察 
CA4DPを投与したラットの心電図において、ST segment の明瞭化が認められた。通常、
成熟したラットの正常な心筋細胞においては、外向きのカリウムチャネルである ITOの電流
が大きく、内向きのカルシウムチャネルである Isi の電流は小さい。そのため、活動電位波
形のプラトー相（第 2 相）がほとんど形成されず、心電図上に ST segment は認められな
い（山本 龍生, 1983; Suzuki et al., 1994）。このことから、CA4DP を投与したラットで認
められた ST segment の明瞭化は、CA4DP の投与に起因した毒性変化であると考えられ
た。成熟ラットにおける ST segment の明瞭化については、これまでにその毒性学的な意
義について十分な議論はなされていない。しかしながら、ヒトの心電図における一般的な
ST-T 部分の異常については、一次性と二次性の原因が存在することが知られており（秋山 
俊雄, 2012）、ラットで認められた ST segment の明瞭化とヒトの ST-T 部分の変化に共通
した原因があると考えられる。一次性の原因に起因した異常は、心筋虚血や心筋梗塞などの
際に心室内に活動電位波形の異なる領域が存在することで起きる。二次性の原因に起因し
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た異常は、脚ブロックの際に心室脱分極過程に変化が生じることに起因する。今回認められ
た変化が、一次性と二次性の原因のどちらに起因するかについては、QRS 持続時間に着目
することが有意義であると考えられる。二次性の原因である脚ブロックが生じた際には、一
般的に QRS 持続時間が延長する。しかしながら、CA4DP 投与ラットに認められた心電図
変化では、QRS 持続時間に明らかな変化は認められなかった。このことから、今回認めら
れた心電図変化は、一次性の原因に起因している可能性が考えられた。また、イヌにおいて
は ST-T 部分の偏位が自室神経系の活動の変化によって非虚血性に生じることも報告され
ている (Iinuma et al., 1993)。以上のことから、CA4DP 投与ラットで認められた ST 
segment の変化は虚血などの一次性の変化に関連した心筋傷害や非虚血性に生じる自律神
経の活動変化に関連した現象である可能性が考えられた。 
CA4DPの投与によってQT間隔の延長が認められた。このQT間隔の延長は、ST segment 
の明瞭化に関連した ST 部分の波形変化が一因であると推察された。Colchicine を投与し
たラットにおいては、ST segment の明瞭化は肉眼的には認められなかったものの、QT 間
隔の延長が認められたことから、CA4DP を投与したラットと同様に ST-T 部分の異常が生
じており、虚血に関連した心筋傷害や自律神経の活動変化に関連した心電図変化が生じた
可能性が考えられた。 
また、colchicine および CA4DP の投与において RR 間隔および PR 間隔の延長が認めら
れた。これらの変化は、副交感神経の活動亢進が原因である可能性が考えられた。 
本章では、微小管重合阻害薬を投与したラットの心電図を解析することにより、微小管重
合阻害薬の心毒性の検出を試みた。ラットの心筋細胞における活動電位は、ITOの電流に依
存しているため、同じく外向きのカリウムチャネルである IKr の阻害によってヒトに生じ
る torsade de pointes のリスク評価にラットは適さないことは広く知られている。その一
方、ラットとヒトに心電図には共通する点も多く見られ、IKr の阻害以外の評価においては、
ラットの心電図評価がヒトへの毒性評価に有用になりうることが主張されている（Farraj 
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et al., 2011）。今回の実験で CA4DP あるいは colchicine を投与したラットに誘発された
ST-T 部分の異常は、ヒトで認められている ST-T 部分の異常と関連した変化であることが
考えられ、CA4DP あるいは colchicine を投与したラットを用いて心毒性の発現機序を検
討することによって、ヒトにおける心毒性の発現機序を考察できるものと期待される。 
ST-T 部分の変化ならびに RR 間隔および PR 間隔の延長には、いずれも自律神経系の活
動変化が関与している可能性が考えられた。しかしながら、微小管重合阻害薬の投与と自律
神経系の活動の関係について解析した報告はほとんどないため、詳細は不明であり、今回認
められた変化の原因について考察するにあたっては、自律神経系の活動に関する解析が必
要であると考えられた。そこで次章では、微小管重合阻害薬を投与したラットの自律神経系
の活動について評価を行うことで、心筋傷害の原因を考察することとした。 
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3-5. 付図・付表 
 
Fig. 8. Representative wave form of ECG traces before (A) and after (B) administration 
of colchicine.  
A: Normal ECG of a rat before administration of colchicine. B: ECG of a rat after 
administration of colchicine 1.25 mg/1 mL/kg. This trace was obtained 12 hours 
after the second administration of colchicine 1.25 mg/1 mL/kg. Abnormality was 
not observed.  
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Fig. 9. Temporal changes of RR interval (A), QRS duration (B), PR interval (C), QT 
interval (D) and QT-RR plot (E) before and after injections of colchicine. 
Arrows indicate time points of colchicine injection. White bars and filled bars on 
horizontal axes indicate light period and dark period, respectively. Error bars 
indicate S.E. (n = 3)   
 
Fig. 9: Reproduced with permission of the Japanese society of Toxicologic 
Pathology from Tochinai, et al. Cardiotoxic changes of colchicine intoxication in 
rats: electrocardiographic, histopathological and blood chemical analysis. J 
Toxicol Pathol 27: 223-230, 2014. 
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Fig. 10. Representative averaged traces of ECG traces before (A) and after (B) 
administration of CA4DP. 
A: Normal ECG of a rat before administration of CA4DP. The ST junction is not 
obvious. B: ECG of a rat after administration of CA4DP 50 mg/10 mL/kg. This 
trace was obtained 23 hours after the second administration of CA4DP. In this 
ECG, the ST junction is obvious (arrow). 
 
Fig. 10: Reproduced with permission of the Japanese society of Toxicologic 
Pathology from Tochinai, et al. Combretastatin A4 disodium phosphate-induced 
myocardial injury. J Toxicol Pathol 29: 163-171, 2016. 
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Fig. 11. Temporal changes of the RR interval (A), QRS duration (B), PR interval (C), QT 
interval (D), and QT-RR plot (E) before and after administration of CA4DP. 
A-D: The solid line indicates the result of animal No. 1, and the dashed line 
indicates the result of animal No. 2. Both animal No. 1 and No. 2 were 
administered CA4DP 50 mg/10 mL/kg. (n = 2) Arrows indicate time points of 
CA4DP injection. White bars and filled bars in horizontal axes indicate the light 
period and dark period, respectively. 
 
Fig. 11: Reproduced with permission of the Japanese society of Toxicologic 
Pathology from Tochinai, et al. Combretastatin A4 disodium phosphate-induced 
myocardial injury. J Toxicol Pathol 29: 163-171, 2016.  
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第 4 章 微小管重合阻害薬によってラットに誘発される自律神経活動の変化 
 
4-1. 目的 
第 3 章の結果から、ラットに微小管重合阻害薬を投与することによって ST-T 部分の変
化を特徴とした心電図変化が誘発されることが明らかとなった。この心電図変化は、虚血や
自律神経活動の変化が原因である可能性が考えられたが、詳細は不明であった。 
そこで本章では、微小管重合阻害薬の心毒性発現機序に自律神経系の活動の変化が関与
しているかについて考察することを目的として、微小管重合阻害薬を投与したラットの自
律神経系の活動レベルを評価することとした。評価にあたっては、第 3 章で記録した微小
管重合阻害薬を投与したラットの心電図を用いて、ラットの自律神経機能の評価方法とし
て報告されているパワースペクトル解析を用いた心拍変動解析を実施した（Kuwahara et 
al., 1994）。 
 
4-2. 材料および方法 
第 3 章の 3-2-1 および 3-2-2 で記録した colchicine 1.25 mg/kg あるいは CA4DP 50 
mg/kg を投与したラットの心電図の各解析時点の 30 分間における RR 間隔について、ソ
フトウェア（ECG processor analyzing system：SRV2W、ソフトロン）を用いて Cooley-
Tukey の高速フーリエ変換法（Cooley and Tukey, 1965）によるパワースペクトル解析を
用いた心拍変動解析を行い、低周波数成分（LF: 0.1 -1.0 Hz）および高周波数成分（HF: 1.0 
– 3.0 Hz）を検出した。検出された LF 成分と HF 成分の比である LF/HF を交感神経と副
交感神経のバランスの指標、HF 成分を副交感神経活動レベルの指標として（Kuwahara et 
al., 1994）、自律神経機能の評価を行った。 
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4-3. 結果 
4-3-1. Colchicine 投与ラットの心拍変動解析 
Colchicine を投与したラットの心電図を用いて心拍変動解析を行った結果、交感神経と
副交感神経のバランスの指標である LF/HF に関して、colchicine 1.25 mg/kg の 2 回目投
与 6 時間後以降に減少が認められた（Fig. 12A）。一方、副交感神経活動レベルの指標であ
る HF に関しては、colchicine 1.25 mg/kg の 2 回目投与 1 時間後以降に増加が認められ
た（Fig. 12B）。 
 
4-3-2. CA4DP 投与ラットの心拍変動解析 
CA4DP を投与したラットの心電図を用いて心拍変動解析を行った結果、LF/HF に関し
て、CA4DP 50 mg/kg の投与に起因した著明な変化は認められなかった（Fig. 13A）。一方、
HF に関しては、Animal No. 2 において、CA4DP 50 mg/kg の 2 回目投与 1 時間後から 
3 時間後に顕著な増加が認められた（Fig. 13B）。 
 
4-4. 考察 
イヌにおいては交感神経刺激により ST 下降が、迷走神経刺激により ST 上昇がそれぞれ
非虚血性に生じることが報告されている（Iinuma et al., 1993）。前章では、colchicine あ
るいは CA4DP を投与したラットの心電図において、ST 下降あるいは ST 上昇が生じてい
るかについて考察するには至らなかったが、少なくとも ST-T 部分の変化として CA4DP 投
与ラットでは ST segment の明瞭化が生じていることが確認された。この ST segment の
明瞭化は、イヌの ST 下降あるいは ST 上昇と共通する原因を有する可能性も考えられたこ
とから、本章では、瞬間的な RR 間隔の変動性を解析することで、colchicine および CA4DP
投与ラットの自律神経系の活動レベルを評価した。RR 間隔の変動性の評価にあたって、ラ
ットの自律神経機能の評価方法として有用性が報告されているパワースペクトル解析を用
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いた心拍変動解析を実施した（Kuwahara et al., 1994）。その結果、colchicine および
CA4DP の投与により HF の増加が認められたことから、副交感神経の活動亢進があったこ
とが示唆された。この副交感神経の活動亢進は、colchicine および CA4DP 投与ラットで認
められた RR 間隔および PR 間隔の延長にも関与していると考えられた。 
微小管は神経細胞の軸索輸送において重要な役割を果たしており、微小管の重合阻害に
より神経毒性が発現することが広く知られている。ヒトにおける過去の解析報告では、微小
管重合阻害薬である vincristine の投与により、迷走神経の遠心性の活動が障害されること
が示唆されている (Hirvonen et al., 1989)。今回の実験では、微小管重合阻害薬の投与によ
って副交感神経系が優位になっており、迷走神経の活動にどれほどの障害があったのかは
不明であったが、微小管重合阻害薬が自律神経系の活動に障害を与え、自律神経系の活動バ
ランスを変化させている可能性があると考えられた。 
 本章では、微小管重合阻害薬をラットに投与することにより、副交感神経系が優位になる
ことが示された。一方で、交感神経系の明らかな活動亢進は検出されなかった。一般的に、
交感神経系が過度に優位になった場合には、心筋の仕事量の増大により心筋細胞が傷害さ
れると考えられるが、今回の実験で認められた副交感神経活動の亢進が、心筋の傷害を発現
させるとは考えにくい。このことから、微小管重合阻害薬の投与によって生じる心筋傷害に
は、自律神経系の異常とは別の機序が関与している可能性が推察された。第 3 章の結果か
らは、虚血が微小管重合阻害薬の心毒性に関与している可能性も挙げられたことから、この
可能性について検討していくことが必要であると考えられた。そこで次章では、ラットに微
小管重合阻害薬を投与し、病理組織学的解析を行うことで、心筋傷害と虚血の関係を考察す
ることとした。 
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4-5. 付図・付表 
 
Fig. 12. Time-response curves of LF/HF ratio (A) and HF power (B) before and after 
injections of colchicine. 
LF/HF ratio is an index of balance between sympathetic and parasympathetic 
nervous activity and HF power is an index of parasympathetic nervous activity. 
Arrows indicate time points of colchicine injection. White bars and filled bars on 
horizontal axes indicate light period and dark period, respectively. Error bars 
indicate S.E. 
 
Fig. 12: Reproduced with permission of the Japanese society of Toxicologic 
Pathology from Tochinai, et al. Cardiotoxic changes of colchicine intoxication in 
rats: electrocardiographic, histopathological and blood chemical analysis. J 
Toxicol Pathol 27: 223-230, 2014. 
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Fig. 13. Time-response curves of LF/HF ratio (A) and HF power (B) before and after 
injections of CA4DP.  
LF/HF ratio is an index of balance between sympathetic and parasympathetic 
nervous activity and HF power is an index of parasympathetic nervous activity. 
A-D: The solid line indicates the result of animal No. 1, and the dashed line 
indicates the result of animal No. 2. Both animal No. 1 and No. 2 were 
administered CA4DP 50 mg/10 mL/kg. Arrows indicate time points of CA4DP 
injection. White bars and filled bars in horizontal axes indicate the light period 
and dark period, respectively. 
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第 5章 微小管重合阻害薬によってラットに誘発される心臓の病理組織学的変化 
 
5-1. 目的 
 第 3 章の結果から、微小管重合阻害薬をラットに投与することによって、心電図に ST 
segment の明瞭化が誘発されることが明らかとなった。この変化は、第 4 章の結果から副
交感神経系の活動亢進と関与している可能性が推察されたが、副交感神経系の活動亢進の
みでは微小管重合阻害薬によって誘発される心筋の傷害を説明することは困難であり、虚
血などの心筋を傷害する他の要因が微小管重合阻害薬によって誘発されていると考えられ
た。 
そこで本章では、ラットに微小管重合阻害薬を投与することで心筋傷害を誘発し、病理組
織学的解析を行うことで、病理組織学的特徴から心筋傷害のメカニズムを考察することと
した。また、病理組織学的解析の結果、心筋細胞および心臓の間質細胞において変化が認め
られたため、電子顕微鏡学的解析を用いて、詳細な解析を実施した。さらに、心臓病変が虚
血と関連している可能性が示唆されたため、心筋病変と組織低酸素の関連を考察するため
に、心臓における低酸素領域の検出も試みた。 
 
5-2. 材料と方法 
5-2-1. Colchicine 投与ラットの心臓の病理組織学的解析 
5-2-1-1. 供試動物 
5 週齢の雄性 Crl:CD(SD) ラットを入荷、飼育し、約 1 週間の馴化の後に実験に供した。
ラットの飼育および取り扱いについては、「ヤクルト本社中央研究所における動物実験等実
施に関する規定」に従い、ヤクルト本社中央研究所動物実験委員会の承認の下で実験を行っ
た。 
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5-2-1-2. 被験物質および投与溶液 
Colchicine を Sigma-Aldrich から購入した。購入後、colchicine を 5% glucose 水溶液
に溶解し、投与溶液として準備した。 
 
5-2-1-3. 被験物質の投与および心臓の病理組織学的検査 
馴化を終了したラット 15 匹を 1 群 5 匹の 3 群に分け、colchicine 1.00 mg/kg、1.25 
mg/kg あるいは溶媒液を尾静脈内に 2 日間連続で急速静注した。最終投与の翌日に、
pentobarbital sodium による麻酔下で腹大静脈から放血を行った。放血致死させたラット
から心臓を摘出し、10% 中性緩衝ホルマリン液を用いて 3 日間浸漬固定した。固定後、心
室および心房を横断するように約 5 mm の厚さで切り出し、2 日間再固定した。再固定し
た組織を常法に従いパラフィン包埋した後、作製されたパラフィンブロックを約 4 μm の
厚さに薄切し、HE 染色、TdT-mediated dUTP-biotin nick-end labeling（TUNEL 染色）
および抗 CD34 抗体を用いた免疫組織化学染色を実施した。染色した標本は、光学顕微鏡
（BX-51、オリンパス）を用いて鏡検した。 
 
5-2-2. Colchicine 投与ラットの心臓の電子顕微鏡学的解析 
5-2-2-1. 供試動物 
5 週齢の雄性 Crl:CD(SD) ラットを入荷、飼育し、約 1 週間の馴化の後に実験に供した。
ラットの飼育および取り扱いについては、「ヤクルト本社中央研究所における動物実験等実
施に関する規定」に従い、ヤクルト本社中央研究所動物実験委員会の承認の下で実験を行っ
た。 
 
5-2-2-2. 被験物質および投与溶液 
Colchicine を Sigma-Aldrich から購入した。購入後、colchicine を 5% glucose 水溶液
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に溶解し、投与溶液として準備した。 
 
5-2-2-3. 被験物質の投与および心臓の電子顕微鏡学的検査 
馴化を終了したラット 4 匹を 1 群 2 匹の 2 群に分け、colchicine 1.25 mg/kg あるい
は溶媒液を尾静脈内に 2 日間連続で急速静注した。最終投与の翌日に、pentobarbital 
sodium による麻酔下で腹大静脈から放血を行った。放血致死させたラットから心臓を摘出
した。摘出した心臓は、心室中隔部位から組織を約 5 mm 四方に切り出し、2.5% グルタ
ールアルデヒド液および 1% 四酸化オスミウム液にて固定後、常法に従ってエポン樹脂に
包埋した。その後、超薄切片を作製し、1% 酢酸ウランおよびクエン酸鉛染色液による二重
染色を行った。染色した標本は、透過型電子顕微鏡（JEM1200EX、日本電子）を用いて観
察した。 
 
5-2-3. CA4DP 投与ラットの心臓の病理組織学的解析 
5-2-3-1. 供試動物 
5 週齢の雄性 Crl:CD(SD) ラットを入荷、飼育し、約 1 週間の馴化の後に実験に供した。
ラットの飼育および取り扱いについては、「ヤクルト本社中央研究所における動物実験等実
施に関する規定」に従い、ヤクルト本社中央研究所動物実験委員会の承認の下で実験を行っ
た。 
 
5-2-3-2. 被験物質および投与溶液 
CA4DP を MedKoo Bioscience から購入した。購入後、CA4DP を生理食塩水に溶解し、
投与溶液として準備した。 
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5-2-3-3. 被験物質の投与および心臓の病理組織学的検査 
馴化を終了したラット 14 匹を Table 1 の通り 4 群に分け、CA4DP 30 mg/kg あるい
は 60 mg/kg を 4 日間連続、または CA4DP 120 mg/kg あるいは溶媒液を中 3 日間で
2 回、尾静脈内に急速静注した。最終投与の翌日に、5-2-1-3 と同様に心臓を採取し、パラ
フィン包埋したブロックを薄切後、HE 染色を実施した。染色した標本は、光学顕微鏡（BX-
51、オリンパス）を用いて鏡検した。また、CA4DP 120 mg/kg あるいは溶媒液を投与した
ラットの各 1 例については、大脳、肝臓、膵臓、腎臓、皮膚、腓腹筋および精巣も採取し
た。これらの組織については、10% 中性緩衝ホルマリン液を用いて 3 日間浸漬固定（大脳、
肝臓、膵臓、腎臓、皮膚および腓腹筋）あるいはホルマリン-スクロース-酢酸液を用いて 3 
日間浸漬固定（精巣）を行った後に切り出しを行い、10% 中性緩衝ホルマリン液による 2 
日間以上の再固定を行った。その後、心臓と同様にパラフィン包埋したブロックを薄切し、
HE 染色を実施して鏡検した。なお、CA4DP 60 mg/kg を 4 日間連続投与したラットの 1 
例は、最終投与後、翌日までに死亡した。死亡ラットについては、発見後速やかに心臓を採
取し、生存例と同様に HE 染色標本を作製し、観察を行った。 
 
5-2-4. Colchicine 投与ラットの心臓における低酸素領域の検出 
5-2-4-1. 供試動物 
5 週齢の雄性 Crl:CD(SD) ラットを入荷、飼育し、約 1 週間の馴化の後に実験に供した。
ラットの飼育および取り扱いについては、「ヤクルト本社中央研究所における動物実験等実
施に関する規定」に従い、ヤクルト本社中央研究所動物実験委員会の承認の下で実験を行っ
た。 
 
5-2-4-2. 被験物質および投与溶液 
Colchicine を Sigma-Aldrich から購入した。購入後、colchicine を 5% glucose 水溶液
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に溶解し、投与溶液として準備した。 
 
5-2-4-3. 被験物質の投与および心臓の低酸素領域の検出 
馴化を終了したラット 2 匹に、colchicine 1.25 mg/kg あるいは溶媒液を尾静脈内に 2 
日間連続で急速静注した。最終投与の翌日に、低酸素マーカーである  pimonidazole 60 
mg/kg（Durand and Raleigh, 1998）を腹腔内投与し、90 分後に pentobarbital sodium 
による麻酔下で腹大静脈から放血を行った。放血致死させたラットから心臓を摘出し、5-2-
1-3 と同様にパラフィンブロックから薄切方を作成し、抗 pimonidazole 抗体を用いた免
疫組織化学染色を実施した。染色した標本は、光学顕微鏡（BX-51、オリンパス）を用いて
鏡検した。 
 
5-3. 結果 
5-3-1. Colchicine 投与ラットの心臓の病理組織学的解析 
 Colchicine 1.25 mg/kg を投与したラットに心臓において、心筋細胞の変性および壊死が
認められた（Fig. 14）。これらの病変は心室中隔および左心室壁内層において広範囲に多巣
性に認められた。変性した心筋細胞は、筋形質内に空胞および好酸性顆粒を有していた（Fig. 
14B, C）。また、収縮帯の形成も認められた（Fig. 14C）。Colchicine 1.00 mg/kg を投与し
たラットにおいては心筋細胞の変化は認められなかった。また、colchicine 1.00 mg/kg あ
るいは 1.25 mg/kg を投与したラットの心臓の間質細胞および心内膜細胞において、核濃
縮および核崩壊像が認められた（Fig. 15）。これらの間質細胞は、血管内皮細胞マーカーで
ある CD34 に陽性であり、TUNEL 染色陽性であった（Fig. 15 B, C）。一方、中および大
血管において血管内皮細胞の変化は認められなかった。 
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5-3-2. Colchicine 投与ラットの心臓の電子顕微鏡学的解析 
 5-3-1 で認められた心筋細胞の変化および間質細胞の変化について詳細な観察を行うた
めに、電子顕微鏡学的検査を実施した。Colchicine 1.25 mg/kg を投与したラットの心筋細
胞においては、ミトコンドリアの腫大および収縮帯の形成が認められた（Fig. 16）。収縮帯
周囲のミトコンドリアにおいては、高電子密度の沈着物が認められた（Fig. 16C）。また、
間質細胞における核濃縮および核崩壊像が認められた（Fig. 17）。これらの間質細胞は、基
底膜を有しており、赤血球を取り囲んでいた。 
 
5-3-3. CA4DP 投与ラットの心臓の病理組織学的解析 
 CA4DP 30 mg/kg を 4 日間連続投与したラットの心臓において、心室の毛細血管周囲
への炎症性細胞浸潤が認められた（Fig. 18A）。CA4DP 60 mg/kg を 4 日間連続投与した
生存例のラットの心臓においては、毛細血管周囲の水腫および血管内皮細胞の核濃縮が認
められた（Fig. 18B）。CA4DP 60 mg/kg を 4 日間連続投与した死亡例のラットおよび 
120 mg/kg を 2 回間歇投与したラットの心臓においては、顕著な心筋細胞の多巣性壊死お
よび炎症性細胞浸潤ならびに毛細血管の拡張が認められた（Fig. 18C）。これらの心筋病変
は、心室中隔および左心室壁内層において好発していた（Fig. 18D）。一方、CA4DP を投与
したいずれのラットにおいても、中および大血管の変化は認められなかった。 
 CA4DP 120 mg/kg を投与したラットの 1 例については、大脳、肝臓、膵臓、腎臓、皮
膚、腓腹筋および精巣の病理組織学的検査も実施し、心臓と同様の毛細血管病変が認められ
るか、確認を行った。しかしながら、このラットの大脳、肝臓、膵臓、腎臓、皮膚、腓腹筋
および精巣においては、毛細血管病変は認められず、循環障害を示唆する組織傷害像も観察
されなかった。 
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5-3-4. Colchicine 投与ラットの心臓における低酸素領域の検出 
Colchicine 1.25 mg/kg を投与したラットの心臓では、心室中隔および左心室壁内層にお
いて組織低酸素マーカーである pimonidazole に陽性の心筋細胞が認められた（Fig. 19B）。
一方、溶媒液を投与したラットの心臓では、pimonidazole に陽性の心筋細胞は認められな
かった（Fig. 19A）。 
 
5-4. 考察 
 本章の実験によって、colchicine を投与したラットの心筋傷害は、心筋細胞の筋形質にお
ける空胞化と好酸性顆粒状変性が特徴であることが明らかとなった。電子顕微鏡学的解析
によって、これらの空胞および好酸性顆粒は腫大したミトコンドリアであることも示され
た。 
 Colchicine を投与したラットで認められた心筋細胞の変化は、筋形質の空胞化が認めら
れるという点で、anthracycline によって誘発される心筋症と類似していた。しかしながら、
anthracycline によって誘発される心筋症における空砲は、小胞体と横行管の拡張によって
形成されている一方で（Dodd et al., 1993; Olson et al., 1974）、colchicine によって誘発さ
れた心筋細胞の空胞化は、腫大したミトコンドリアによって形成されていた。さらに、この
心筋病変は、リン脂質症で認められる光顕像とも類似していた。しかしながら、リン脂質症
の心筋細胞においては、電子顕微鏡学的検査によってミエリン様に観察されるリン脂質の
蓄積が認められる一方で（Greaves, 1990）、colchicine 投与ラットの心筋細胞においてはミ
エリン様物質の蓄積は認められなかった。これらのことから、colchicine によって誘発され
る心筋傷害は、anthracycline 心筋症やリン脂質症とは異なるメカニズムで誘発されている
と考えられた。 
 微小管重合阻害薬は、骨格筋に spheromembranous myopathy と呼ばれる空胞化を誘発
することが知られている（Anderson et al., 1967; Clarke et al., 1972; Seiden, 1973; 
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Slotwiner et al., 1966）。この骨格筋病変は、オートファゴソームの蓄積によって生じる。
興味深いことに、colchicine によって心筋細胞に誘発された空胞化では、オートファゴソー
ムはほとんど観察されず、腫大したミトコンドリアが多く認められた。これらのことから、
colchicine は同じ横紋筋細胞に対してであっても、心筋細胞と骨格筋細胞では異なる毒性
作用を示すことが示唆された。 
 間質細胞の核濃縮および核崩壊が光顕観察によって認められた。TUNEL 染色の結果か
ら、これらの細胞はアポトーシス細胞であることが明らかとなった。また、抗体 CD 34 抗
体を用いた免疫組織化学染色および電子顕微鏡学的解析により、これらの細胞は血管内皮
細胞であることが示された。さらに、colchicine によって誘発された血管内皮細胞の変化は、
毛細血管に好発しており、中および大血管には認められなかったことから、毛細血管の血管
内皮細胞が colchicine に対して高い感度を有していると考えられた。毛細血管の血管内皮
細胞にアポトーシスが誘発された原因については、本実験の結果から特定するには至らな
かったが、微小管重合阻害薬が血管内皮細胞の分裂および毛細血管のネットワーク形成を
阻害することが報告されており（Bayless and Davis, 2004）、これらの作用が血管内皮細胞
の変化に関与していると推察された。 
 Colchicine 投与ラットの心臓では、ミトコンドリアの腫大に加えて収縮帯の形成が認め
られた。収縮帯は、心筋虚血後の再還流時に形成されることが広く知られている（Slezak et 
al., 1992）。また、組織低酸素マーカーである pimonidazole を用いた実験においては
（Durand and Raleigh, 1998）、心筋病変の好発部位と一致して pimonidazole が検出され
た。さらに、心筋病変の好発部位は心室中隔および左心室壁内層であった。この部位は、心
臓の栄養血流の末梢側に位置しており、血液還流量と心筋の仕事量の不均衡が生じた際に
容易に傷害される部位とされている（Berridge et al., 2016）。これらのことから、colchicine 
の投与によって心筋虚血が誘発された可能性が考えられた。心筋細胞の傷害と比較して血
管内皮細胞の変化がより低用量の colchicine によって誘発されることから、虚血の原因は
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血管内皮細胞の傷害に起因した微小循環の障害であると考えられた。 
 CA4DP を投与したラットの心臓においては、colchicine 投与ラットよりもより顕著な心
筋壊死が認められた。心筋壊死の分布は、colchicine 投与ラットと共通していた。また、
colchicine 投与ラットと同様に血管内皮細胞の核濃縮が認められ、さらには水腫および毛
細血管の拡張が認められたことから、微小循環が傷害されていたことが推察された。これら
のことから、CA4DP および colchicine を投与したラットの心臓では、同様の変化が誘発
されたと考えられ、認められた病変は微小管重合阻害薬に特徴的な変化であることが示唆
された。 
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5-5. 付図・付表 
 
Fig. 14. Micrographs of myocardial lesions in rats administered colchicine. 
A) Heart of a rat given 5% glucose shows no remarkable findings. B) Heart of a 
rat given colchicine at 1.25 mg/kg shows degeneration with eosinophilic 
granules (arrows) and vacuolation (arrow heads) in the sarcoplasm of 
myocardial cells. C) Heart of a rat given colchicine at 1.25 mg/kg shows 
vacuolation of the myocardium, and contractile bands (arrows) in myocardial 
cells around the necrotic cells. A-C) H-E staining x400. 
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Fig. 15. Micrographs of interstitial lesions in hearts of rats given colchicine. 
A) Heart of a rat administered colchicine at 1.25 mg/kg shows pyknosis, 
karyorrhexis and mitotic figures (arrows) in interstitial cells. B) Heart of a rat 
given colchicine at 1.25 mg/kg shows cells with pyknosis and karyorrhexis 
which are positive for CD34 (arrows). C) Heart of a rat given colchicine at 1.25 
mg/kg shows cells with pyknosis and karyorrhexis which are positive for 
TUNEL staining (arrows). A) H-E staining x400, B) immunohistochemical 
staining for CD34 x400, and C) TUNEL staining x400. 
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Fig. 16. Transmission electron micrographs of myocardial cells in rats given colchicine. 
A) Heart of a rat administered 5% glucose shows just no change. B) Heart of a 
rat given colchicine at 1.25 mg/kg shows swelling of mitochondria. C) Heart of a 
rat given colchicine at 1.25 mg/kg shows contractile bands. A-C) Bar, 2 μm. 
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Fig. 17. Transmission electron micrographs of vascular endothelial cells in hearts from 
rats given colchicine. 
A) Heart of a rat administered 5% glucose shows no remarkable changes. B) 
Heart of a rat given colchicine at 1.25 mg/kg shows karyorrhexis of interstitial 
cells, with basement membranes, surrounding erythrocytes. A, B) Bar, 2 μm. 
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Fig. 18. Micrographs of myocardial lesions in rats administered CA4DP. 
A: Infiltration of inflammatory cells (arrows) around capillaries in the ventricle 
of a rat given four doses of CA4DP 30 mg/10 mL/kg at intervals of 24 h. B: 
Edema (open arrows) around capillaries and pyknosis of capillary endothelial 
cells (linear arrows) in the ventricle of a surviving rat given four doses of 
CA4DP 60 mg/10 mL/kg at intervals of 24 h. C: Multifocal necrosis of the 
myocardium, infiltration of inflammatory cells, and dilatation of capillaries (*) 
in the ventricle of a rat given two doses of CA4DP 120 mg/10 mL/kg at an 
interval of 72 h. D: Site of predilection of myocardial lesions induced by two 
doses of CA4DP 120 mg/10 mL/kg at an interval of 72 h. Myocardial lesions 
were prominent in the interventricular septum and subendocardial regions of 
the apex of the left ventricular wall (ellipses). A-D) H-E staining. 
 
Fig. 18: Reproduced with permission of the Japanese society of Toxicologic 
Pathology from Tochinai, et al. Combretastatin A4 disodium phosphate-induced 
myocardial injury. J Toxicol Pathol 29: 163-171, 2016. 
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Fig. 19. Micrographs of hearts of rats administered pimonidazole to reveal hypoxic 
lesions after treatment with colchicine. 
A) Heart of a rat treated with 5% glucose shows no cells positive for 
pimonidazole. B) Heart of a rat given colchicine at 1.25 mg/kg contains cells 
positive for pimonidazole stained brown on the photograph around the 
interventricular septum and left ventricle. A, B) x400, immunohistochemical 
staining for pimonidazole. 
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Table 1.  Group design of the histopathological evaluation 
 
Test article 
Saline 
10 mL/kg 
2 times 
72 h interval 
CA4DP 
30 mg/10 
mL//kg 
4 times 
24 h intervals 
CA4DP 
60 mg/10 
mL/kg 
4 times 
24 h intervals 
CA4DP 
120 mg/10 
mL/kg 
2 times 
72 h interval 
Number of 
animals 
5 2 2* 5 
*one rat died after the last administration 
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第 6 章 総合考察 
 
本研究においては、微小管重合阻害薬のなかでも、CA4DP が特に顕著な心毒性を有する
ことが報告されていることから（Subbiah et al., 2011）、CA4DP および CA4DP と同じく
微小管の colchicine バインディングサイトに結合する colchicine に着目し、心毒性発現
機序を考察した。 
第 2 章においては、colchicine および CA4DP が hiPS-CM の細胞形態に影響を与える
一方、細胞生存性および ATP 産生には影響を与えないことを明らかにした。このことから、
微小管重合阻害薬によって誘発される心筋細胞の形態変化が物理的なストレスとなる可能
性も考えられたものの、細胞生存性に変化がなかったことから、微小管重合阻害薬によって
誘発される心筋傷害の発現において形態変化の影響はおそらく限定的であると推察された。
さらに、心筋傷害には薬剤の心筋細胞に対する直接作用ではなく、虚血あるいは自律神経異
常などの二次的な作用が関与していることが示唆された。そこで本研究では、動物モデルを
用いて二次的な作用の正体を明らかにするべく、ラットに微小管重合阻害薬を投与して以
降の実験を行った。 
第 3 章においては、colchicine および CA4DP を投与したラットの心電図変化を評価し
た。その結果、微小管重合阻害薬は ST-T 部分の異常ならびに RR 間隔および PR 間隔が延
長を誘発することが示された。微小管重合阻害薬を投与したラットに誘発された ST-T 部分
の異常は、ヒトで認められている ST-T 部分の異常と関連した変化であり、ラットを用いた
心毒性発現機序の解析がヒトにおける心毒性を考察する上でも有用であると考えられた。
また、微小管重合阻害薬によって誘発された心電図変化は、虚血あるいは自律神経の活動変
化に関連している可能性が考えられた。そこで第 4 章では、微小管重合阻害薬を投与した
ラットの自律神経系の活動について評価を行うことで、心筋傷害の誘発要因について考察
することとした。 
62 
 
第 4 章においては、colchicine および CA4DP を投与したラットの心電図情報を用いて
心拍変動解析を行い、自律神経系の活動レベルの変化を評価した。第 4 章の結果から、微
小管重合阻害薬の投与によって副交感神経系の活動レベルが優位になることが示された。
これらの変化は、微小管重合阻害薬を投与したラットの心電図に認められた ST segment 
の明瞭化ならびに RR 間隔および PR 間隔の一因である可能性が考えられた。一方、微小管
重合阻害薬の投与によって交感神経系の活動亢進は認められなかったことから、微小管重
合阻害薬による心筋傷害の原因には、自律神経系の活動変化とは異なり、虚血などが関与し
ている可能性が考えられた。そこで第 5 章では、微小管重合阻害薬を投与したラットを用
いて病理組織学的解析を行うことで、病理組織学的特徴から心筋傷害のメカニズムを考察
することとした。 
第 5 章においては、ラットに微小管重合阻害薬を投与することで心筋傷害を誘発し、病
理組織学的解析を行った。また、電子顕微鏡学的解析を用いて、詳細な解析を実施した。さ
らに、心臓病変が虚血と関連している可能性が示唆されたため、心臓における低酸素領域の
検出を試みた。その結果、colchicine 投与ラットの心臓において、心室中隔および左心室壁
内層に好発する心筋細胞の空胞化および好酸性顆粒状変性および壊死が認められた。これ
らの変化はミトコンドリアの腫大が特徴的な変化であり、微小管重合阻害薬が骨格筋に誘
発する病変とは異なる病態であることが明らかとなった。また、心筋細胞の変性・壊死領域
と一致して、組織低酸素マーカーの pimonidazole が検出された。さらに、血管内皮細胞の
アポトーシスが認められた。血管内皮細胞の変化は、心筋細胞の変化よりも低用量の 
colchicine によって誘発され、微小循環の障害による虚血の原因となっている可能性が考
えられた。CA4DP を投与したラットの心臓においては、colchicine 投与ラットの心臓と共
通した組織変化が認められ、観察された病変は微小管重合阻害薬に特徴的な変化であるこ
とが示唆された。 
以上の結果から、微小管重合阻害薬は心臓の毛細血管の血管内皮細胞を障害することで
63 
 
心臓の微小循環に異常を生じさせ、心筋細胞に虚血性の変化を誘発することで心毒性を発
現させると考えられた。第 5 章の結果では、CA4DP の投与によって心臓の毛細血管の傷
害が誘発されたものの、心臓の中および大血管や、大脳、肝臓、膵臓、腎臓、皮膚、腓腹筋
および精巣の血管の傷害は誘発されなかった。これらのことから、微小管重合阻害薬が全身
の血管のなかでも心臓の微小血管に対して特に強い毒性作用を示すと考えられた。この理
由については、今回の研究から明らかにするには至らなかった。しかしながら、CA4DP は
コンフルエントのヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）よりも増殖期の HUVEC においてよ
り顕著な形態変化を誘発すること（Galbraith et al., 2001）および心臓の血管内皮細胞は他
の組織の内皮細胞と比較して高い増殖活性を有していること（Heron and Rakusan, 1995; 
Fernandez et al., 2001）が報告されている。これらの報告から、細胞増殖活性の高さが心
臓の血管内皮細胞が他の組織よりも微小管重合阻害薬に対する高い感受性を有している一
因であることが考えられた。また、血管機能の障害に関しては、動物種差も考慮する必要が
あると考えられる。今回の実験ではラットを用いたが、一般的にイヌでは冠動脈の病変が生
じやすいことから、イヌに微小管重合阻害薬を投与した際には冠動脈にも変化が生じる可
能性もある。微小循環の障害に加え、冠動脈の障害が心筋傷害にどれほど関与しているのか
について精査するにあたっては、イヌなどの非げっ歯類を用いた研究を行う必要性がある。 
血管内皮細胞の障害を誘発し、心毒性を発現させると考えられる薬剤としては、今回の微
小管重合阻害薬の他にも、アルキル化剤の cyclophosphamide や代謝拮抗剤である 5-
fluorouracil、血管内皮細胞増殖因子（VEGF）の阻害により血管新生を阻害する抗がん剤
である bevacizumab や sunitinib などが考えられる（Yeh and Bickford, 2009; Albini et 
al., 2010）。しかしながら、これらの薬剤によって誘発される血管の病理組織学的変化の類
似性や、全身それぞれの血管内皮細胞に対する毒性の特異性については、十分に議論されて
いない。そのため、微小管重合阻害薬で認められた心臓の毛細血管の傷害が、微小管重合阻
害薬に特徴的な変化であるのか、血管内皮細胞に対する毒性を有する薬剤に一般的に認め
64 
 
られる所見であるのかについては、議論の余地が残った。今後、心臓の毛細血管あるいはそ
の他の血管から単離された内皮細胞を用いて、微小管重合阻害薬やその他の毒性化合物に
対する感受性を比較することにより、毒性発現機序のより詳細が明らかになると期待され
る。 
また、第 5 章の実験では、colchicine および CA4DP のいずれも最大耐用量までの用量
で投与実験を行った。両剤の投与スケジュールが同一ではないため、一様の比較はできない
ものの、両剤の投与ラットで認められた心臓の病理組織学的変化は、colchicine 投与ラット
よりも CA4DP 投与ラットでより顕著なものであった。毛細血管の傷害が低用量から誘発
され、心筋虚血を示唆する心筋細胞の変性・壊死が認められたという点から、両剤によって
誘発された病変は共通した病態形成機序を有していると考えられ、colchicine よりも
CA4DP の方が強く心臓の毛細血管を障害する可能性が考えられた。この理由についても、
今回の研究からは明らかにするには至らなかった。しかしながら、colchicine が痛風などの
炎症性疾患に主に用いられているのに対し、CA4DP は固形腫瘍の血管新生阻害薬・血管遮
断薬として開発されていることから、CA4DP は血管内皮細胞に作用しやすい形で構造の最
適化がなされている可能性があり、これがより強い心毒性を誘発することに繋がっている
ものと推察された。CA4DP が血管内皮細胞に強い作用を示す分子メカニズムについては、
今後の研究課題である。 
CA4DP は、carboplatin や bevacizumab、paclitaxel、放射線療法などと併用された臨
床試験が実施され、それぞれの試験においても心毒性が報告されている（Subbiah et al., 
2011）。これらの薬剤との併用が、CA4DP の心毒性をどれほど増強しているのかは明らか
になっていない。しかしながら、特に bevacizumab や paclitaxel は単独でも心毒性が報
告されている薬剤であり（Albini et al., 2010）、bevacizumab は血管新生阻害薬であるこ
と、paclitaxel は微小管脱重合阻害薬であり微小管重合阻害薬と類似した心毒性を有する
可能性があることから、これらの薬剤が微小管重合阻害薬による心臓毛細血管の障害を増
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強する可能性が考えられ、注意を払う必要がある。また、HER2 阻害薬や anthracycline 
と CA4DP を併用したヒト試験に関する報告は見受けられないが、HER2 阻害薬や 
anthracycline は微小血管内皮細胞のバリア機能を障害するといった報告があることから
（Wilkinson et al., 2016）、CA4DP との併用にはリスクが伴うと推察される。さらに、今
回の研究では CA4DP の急性毒性については評価できたと考えられるものの、長期投与の
影響については明らかにできていない。長期投与によって誘発される毒性のプロファイル
によっては、血管内皮細胞に作用する薬剤以外にも併用に注意が必要な薬剤が存在する可
能性があるため、CA4DP の開発が進み、長期投与されるようになった場合には、より一層
の注意が必要であると考えられる。第 3 章で CA4DP の投与によりラットの心電図に誘発
された ST segment の変化は、第 5 章の結果から、心筋細胞が虚血性に傷害されたことに
より生じたものであると推察された。ヒトにおいては、微小管重合阻害薬を投与することに
より心電図の ST-T 部分における異常が誘発されており、ラットとヒトでは ST-T 部分に異
常が生じるという点で類似している。このことから、ラットを用いた微小管重合阻害薬の心
毒性評価をヒトに外挿できる可能性は高いと考えられる。ST-T 部分の変化にイオンチャネ
ルの機能変化が関与している可能性については、今後の研究課題である。第 3 章の実験で
は、QT 間隔の延長が認められたことから、特に脱分極に関与しているイオンチャネルへの
微小管重合阻害薬の作用について、精査する必要がある。今回認められた QT 間隔の延長
は、被験物質の投与が複数に渡った後や投与後の時間が経た後に特に顕著であったことか
ら、イオンチャネル電流への直接的な影響のみならず、チャネルの細胞膜へのトラフィッキ
ングに対する影響についても検討することが有用であると考えられる。 
第 2 章では、hiPS-CM を用いた実験を行った。心筋細胞に対する影響を評価するにあた
っては、ラット等から初代培養心筋細胞を単離して実験を行う方法も考えられたが、今回は 
hiPS-CM を使用し、hiPS-CM の中でも、iCell Cardiomyocytes（Cellular Dynamics 
international）を使用した。この理由として、以下の二つがある。一つ目は、微小管重合阻
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害薬が増殖細胞の分裂を阻害する可能性が考えられたことから、線維芽細胞などの増殖細
胞の割合が極めて低く、ほぼ純粋な心筋細胞から構成されている iCell Cardiomyocytes を
用いることが、細胞の細胞生存性の評価において適当であると考えられたことである。ラッ
ト等から初代培養心筋細胞を単離した場合や、一部の hiPS-CM 製品では、線維芽細胞等の
増殖細胞の混入率が高くなってしまうことが懸念される。二つ目は、微小管重合阻害薬では、
torsades de pointes の発現は報告されていないものの、QT 間隔の延長が報告されている
ことから、早期後脱分極や撃発活動を経て torsades de pointes に移行するリスクに関して
も情報を得る必要があると考え、薬物誘発性の脱分極遅延および不整脈の評価に幅広く使
用されている iCell Cardiomyocytes を用いた（Guo et al., 2011, Nakamura et al., 2014）。
実験の結果、colchicine および CA4DP に起因した細胞生存性の低下や早期後脱分極や撃発
活動は認められなかった。Torsades de pointes のリスクについては、hERG チャネル阻害
に関するアッセイなどを含め、より詳細な評価を行う必要があるが、今回得られた結果は、
臨床で torsades de pointes が認められていないこととは矛盾しないものと考えられた。ま
た、今回の実験では、colchicine および CA4DP が hiPS-CM の拍動を亢進させることが明
らかとなった。これまで、微小管重合阻害薬が新生仔由来の心筋細胞の拍動を亢進させる一
方で、成熟個体由来の心筋細胞の拍動は亢進させないことが報告されている（Webster, 
2002）。このことから、hiPS-CM における微小管の機能は、成熟個体よりも新生仔の心筋
細胞に近いことが示唆された。この点については、hiPS-CM を用いた微小管重合阻害薬の
心毒性評価を成人に外挿する際の限界点になるが、hiPS-CM を用いた本研究では、ヒトの
心筋細胞に対する影響、という観点から、微小管重合阻害薬の細胞傷害性に関するポテンシ
ャルを評価できたものと考えられる。今後、微小管重合阻害薬が hiPS-CM やその他の心筋
細胞の微小管形態や細胞形態、ミトコンドリアの細胞内配置について与える影響について、
蛍光免疫染色や透過型電子顕微鏡を用いた実験によって解析することで、微小管重合阻害
薬の心筋細胞に対する直接作用がより具体的に明らかになると思われる。 
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本研究を通じて、微小管阻害薬によってラットに誘発される心電図変化および心筋病変
の毒性病理学的変化が明らかになった。また、心毒性発現機序の一端を考察できた。心毒性
発現機序の解明により、微小管重合阻害薬の非臨床試験における適切な心毒性評価手法の
選択、さらには臨床における心毒性の対策方法の考案に繋がると期待され、本研究の成果は、
抗がん剤など、微小管重合阻害薬の開発の効率化と安全性向上に貢献できると考えられる。 
  
68 
 
謝辞 
 
 本論文を作成するにあたり、御懇篤なる御指導、御鞭撻を賜りました東京大学大学院 農
学生命科学研究科 獣医衛生学研究室 桑原 正貴 教授、関澤 信一 准教授に厚く御礼申し
上げます。 
また、多大なるご協力を頂戴しました、東京大学大学院 農学生命科学研究科 獣医衛生学
教室の皆様に深く感謝申し上げます。 
 本研究の機会を与えて下さいました、株式会社ヤクルト本社 中央研究所 石川 文保 所
長、南野 昌信 副所長に深謝いたします。 
 本研究の遂行にあたり、数多くの御指導、御鞭撻を頂戴しました、株式会社ヤクルト本社 
中央研究所 金子 公幸 審議役、小林 稔秀 安全性研究所所長、角 将一 安全性第二研究室
室長、元ヤクルト本社 中央研究所 内田 和美 博士に深く感謝申し上げます。また、永田 百
合子 主任研究員、安藤 稔 指導研究員、鈴木 倫 指導研究員、吉澤 和彦 主事補、小松 加
代子 主事補、鈴木 勝也 指導研究員、浅川 直之 指導研究員、畑 千恵 研究員、長橋 幸恵 
氏には数多くの御助言をいただきました。さらに、日ごろから親身なるご協力を頂戴しまし
た、株式会社ヤクルト本社 中央研究所 安全性研究所の皆様に深謝いたします。 
 最後に、暖かい励ましとともに本研究を蔭から支えてくれた家族に心より感謝します。 
  
69 
 
略号一覧 
 
ATP：adenosine triphosphate 
CA4DP：combretastatin A4 disodium phosphate 
CI：cell index 
DMEM：Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
DMSO：Dimethyl sulfoxide 
HER 2：ヒト上皮増殖因子受容体 2 型 
HF：高周波数成分 
hiPS-CM：ヒト iPS 細胞由来心筋細胞 
HUVEC：ヒト臍帯静脈内皮細胞 
LF：低周波数成分 
VEGF：血管内皮細胞増殖因子 
WST-8：2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-
disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt 
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